

















involved  in  signaling  regulation. Arf GAP  proteins  have  been  shown  to  participate  in  several 
cellular functions including membrane trafficking and actin cytoskeleton remodeling. AGAP2 is a 
multi‐tasking Arf GAP  that  also  presents GTPase  activity  and  is  involved  in  several  signaling 
pathways related with apoptosis, cell survival, migration, and receptor trafficking. The increase of 

















cytoskeleton.  In  addition,  Arf  proteins  regulate  the  recruitment  and  activation  of 
phosphatidylinositol  kinases  to  modulate  membrane  lipid  composition  [1].  Their  capacity  to 
participate in cell signaling events is determined by the ratio of GTP‐bound (active state) to GDP‐
bound (inactive state) forms. Thus, Arfs are activated by guanine nucleotide exchange factors (GEFs) 
which  catalyze  the  exchange of GDP  for GTP  and  are  inactivated by GTPase‐activating proteins 
(GAPs) which catalyze  the hydrolysis of GTP  to GDP  [2–4]. Emerging evidence  indicates  that an 
aberrant expression of Arf proteins is associated with several cancers [5–12] therefore, both Arf GEFs 
and Arf GAPs are considered as novel potential therapeutic targets. 
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AGAP2 (Arf GAP with GTP‐binding protein‐like domain, Ankyrin repeat and PH domain 2) 
isoform  2  is  a  protein  that  belongs  to  the Arf GAP  (ADP‐ribosylation  factor GTPase  activating 
proteins) family (Figure 1). AGAP2 acts as a GTPase switch for Arf proteins, thereby regulating Arf‐
mediated signaling. Furthermore, AGAP2 domain‐structure enables it to interact also with different 



















as a bifunctional GTP‐binding and GTPase‐activating protein,  since  it was able  to bind GTP and 
unlike  other  Arf  GAP  proteins,  presented  GTPase  activity.  The  structure  of  the  bifunctional 
multidomain of AGAP2 consists of an N‐terminal Ras homology domain, called G domain, followed 
by  the Pleckstrin  (PH) domain,  the C‐terminal Arf GAP domain  and  the Ankyrin  (ANK)  repeat 
domain. It was further demonstrated that, also unlike other Arf GAPs, AGAP2 can activate its GTPase 
activity  via  either  intermolecular  (protein–protein)  or  intramolecular  interactions  in  a process  in 
which the Arf GAP domain stimulates the G domain, thus enhancing its GTPase activity. Moreover, 
Chunzhi Xia  and  colleagues  showed  that  in  the  absence of  the Arf GAP domain,  the G domain 
exhibits a very low GTPase activity, suggesting that the Arf GAP domain is necessary to activate it. 
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L but not AGAP2, seems  to be regulated by  the selective methylation of a CpG  island  (ENCODE 
project). This alternative promoter regulation would explain, at  least  in part, the  fact  that AGAP2 
isoforms are differentially expressed in tissues: PIKE‐L expression is brain‐specific while AGAP2 is 
distributed  in  different  tissues with  enriched  expression  in  brain,  spleen,  heart,  small  intestine, 
thymus and peripheral blood leukocytes [16,18,19]. 
Both  AGAP2  and  PIKE‐L  contain  the  following  domains:  N‐terminal  GTPase  domain  (G 
domain), followed by the PH domain, the C‐terminal GAP domain and two ANK repeats. PIKE‐L, 
which is a larger isoform, also contains an N‐terminal proline‐rich domain (PRD). Unlike PIKE‐L, 





an  identical structure at  the C‐terminal but differ at  the N‐terminal, where  they present a GTPase 
domain  (G  domain)  but  AGAP2  lacks  the  proline‐rich  domain  (PRD).  AGAP2  also  contains  a 








and protein  kinase B  (AKT)  signaling,  respectively. This  interaction  also determines  the nuclear 
localization  of  PIKE‐L  but  not  of AGAP2, which  primarily  resides  in  the  cytoplasm.  Sequence 
analyses revealed that the additional 20 residues contained in the PH domain of PIKE‐L are essential 
for determining  the  subcellular  localization  of  this  isoform  (nucleus  or  cytoplasm)  [22]. The PH 
domain  of  PIKE‐L  contains  two  nuclear  signal  localization  (NSL)  motifs:  The  first  one 






Since  AGAP2  isoform  lacks  this  PRD  domain,  it  cannot  interact  with  PI3K.  Instead,  AGAP2 
specifically binds to active AKT and up‐regulates its kinase activity in a GTP‐dependent manner [20]. 
3. Regulation of AGAP2 Expression and Activity 















promoter  region  involved  in AGAP2  expression  in both  chronic myeloid  leukemia  and prostate 
cancer human cell lines. Specificity protein 1 (SP1) transcription factor has been found to be bound to 
this fragment and to be required for AGAP2 expression in these tumoral cell lines [25]. Furthermore, 
the  AGAP2  promoter  fragment  ‐475/‐246  contains  a  functional  direct  repeat  of  two  motifs 
(G/AGTTCA) separated by 5 bp (DR5) binding site with a retinoic acid response element (RARE), 
which  seems  to  be  functional  as  the  addition  of  all‐trans  retinoic  acid  (ATRA)  induced AGAP2 
promoter  activity  and  increased  AGAP2  expression.  Chromatin  immunoprecipitation  assays 
confirmed that the nuclear receptors RARα (retinoic acid receptor α) and RXRα (retinoid X receptor 







residues  in  AGAP2‐containing  domains  have  been  proposed  as  substrate  targets  for  post‐
translational modifications  of AGAP2.  These  residues  are  located  in  three  different  domains  of 









at S472  [27] and S629  [28] which  are  in PH and GAP domains,  respectively; Fyn phosphorylates 
AGAP2 at tyrosine (Y) 682 and Y774 in GAP domain [29]. Green arrows indicate process induced by 
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AGAP2  phosphorylated  in  a  precise  residue.  Red  arrows  indicate  process  inhibited  by AGAP2 
phosphorylated in a precise residue. UNC5B: Uncoordinated‐5 netrin receptor B. 
G domain – S279: Cdk5 directly phosphorylates AGAP2 at Ser‐279 which  is  located on  its G 
domain,  leading  to  increased GTPase activity.  In addition,  this phosphorylation  further activates 
AKT  kinase  activity,  promoting  cell migration  and  invasion  in  human  glioblastoma. AGAP2  is 
considered the first Cdk5 target in cancer cells [26]. 
PH domain – S351/S377: AMPK, the main energy sensor, phosphorylates AGAP2 on Ser‐351 and 
Ser‐377  which  are  located  on  its  PH  domain,  under  cellular  energy  stress  conditions  [30]. 
Phosphorylation on  these residues stimulates the  interaction between AGAP2 and 14‐3‐3β anchor 
protein  promoting  the  translocation  of  AGAP2  into  the  nucleus.  Furthermore,  AMPK‐
phosphorylated AGAP2  associates with  Cdk4  in  the  nucleus  and  inhibits  Cdk4  kinase  activity 
inducing cell cycle arrest and the inhibition of cell proliferation. –S472: AKT phosphorylates AGAP2 
on Ser‐472 which is also located on its PH domain and subsequently enhances its stimulatory effect 
on AKT activity  in a  feedback positive  loop. AKT‐mediated AGAP2 phosphorylation on Ser‐472 
blocks the uncoordinated‐5 homolog B (UNC5B) tumor suppressor inhibiting programmed cell death 
and triggers p53 degradation in human glioblastoma [27]. 
GAP domain  –  S629/Y682/Y774: AKT  can  also phosphorylate AGAP2 on  Ser‐629  enhancing 
AGAP2 GTP‐binding activity apparently by downregulating the GTPase activity of the GAP domain. 












Liver  fibrosis  is  a  pathological  condition  characterized  by  an  excessive  accumulation  of 
extracellular matrix (ECM) proteins in response to persistent liver injury of any etiology, including 
chronic  viral  infection,  alcoholic  liver  disease,  and  non‐alcoholic  steatohepatitis.  Upon  chronic 
damage,  the regenerative capacity of the  liver  is overwhelmed  triggering an angiogenic response, 
sinusoidal remodeling, pericyte (i.e. hepatic stellate cells, HSC) expansion, and altered cell signaling. 
Progressive  fibrosis  can  eventually  result  in  cirrhosis which  is  characterized by distortion of  the 
hepatic architecture associated with abnormal blood flow and portal hypertension, subsequent liver 
failure and/or hepatocellular carcinoma, and is considered the hallmark of chronic liver injury [33,34]. 
Although  several  cell  types  such  as  portal  fibroblasts,  bone  marrow‐cells,  hepatocytes,  or 
cholangiocytes are involved in the development of liver fibrosis, HSC constitute the primary cell type 
responsible for collagen type I synthesis and ECM deposition [35]. Following chronic injury quiescent 




HSC  activation  is  regulated  by  multiple  mediators  such  as  reactive  oxygen  species  (ROS), 
chemokines,  growth  factors  and  cytokines,  being  the  cytokine  transforming  growth  factor  beta 
(TGFβ), the most relevant inducer [33]. 
TGFβ  is considered  the most potent profibrogenic cytokine  in  the  liver, and  regulates many 
aspects of ECM structure and  function  [37]. TGFβ up‐regulates  the expression of  the major ECM 
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proteins  such  as  fibronectin and  collagen  [38], as well as  the  expression of  cell adhesion protein 
receptors  such as  integrins  [39], and metalloproteinase  (MMP)  inhibitors  (e.g. TIMPs)  [40]. Other 
components of the ECM, which are less abundant but play relevant roles in the fibrotic liver are also 
regulated by TGF. Tenascin, an ECM protein that is almost absent during normal postnatal life and 
is  expressed  in  the wound‐healing  response,  is  induced by TGF,  resulting  in  alterations of  cell 
migration  and  proliferation  [41].  TGFβ  also  up‐regulates  basement membrane  proteins  such  as 
laminin, collagen type IV and entactin [42]. These components are more abundant in the fibrotic liver 
since the hepatic sinusoids characteristic of normal liver are transformed into continuous capillaries 


















adulthood  [50]. TGFβ1 binds  to  three different TGFβ  receptors  (TGFRs), TGFR1,  2  and  3. While 
TGFBR1 and 2 present serine/threonine and tyrosine kinase activities, TGFBR3 does not have any 
kinase activity. Upon TGF‐β binding, TGFBR2 which is constitutively activated, phosphorylates and 












surface keeping TGFβ1  signaling  activated  and  thereby maintaining  the  cellular  response  to  the 
cytokine [56]. Emerging evidence suggests that TGFR2 trafficking is mediated by different endocytic 
routes, e.g.: 1) via clathrin when TGFR2 transduce signals and/or is recycled to cell surface; or 2) via 




including  liver  cells. The  role played  by  this  protein  in TGFRs  trafficking  and TGFβ1  signaling 
remains controversial, and its expression tends to decrease in liver fibrosis. All these aspects have 
been recently reviewed by Rozés‐Salvador et al. in [58]. 









showed  that,  in U2OS  cells, AGAP2  regulates  the  trafficking  of  glucose  transporter  4  (GLUT4) 
induced  by  incubation with  insulin. GLUT4‐mediated  glucose‐uptake  requires  the  formation  of 
GLUT4‐storage vesicles (GSV), their translocation from the perinuclear region to the cell surface, and 













The effect of AGAP2  in  receptor  trafficking has been also described  for other  receptors. For 
example, AGAP2 is involved in promoting the fast recycling of transferrin receptor by co‐localizing 
with clathrin adaptor protein (AP1) and Rab4 in endosomes [61], and also regulates the retrograde 
transport  between  early  endosomes  and  the  trans‐Golgi  network  by  interacting with Rab7  [62]. 
Moreover, AGAP2 forms a complex with β‐arrestin 2 to promote the recycling of internalized β2‐
adrenergic receptor  (β2‐AR) receptor, a G‐protein‐coupled receptor involved  in  inflammation and 
immunoregulation. These  β2‐AR  receptors  are  controlled  by proteins  such  as  β‐arrestins, which 
regulate β2‐AR endosomal internalization through clathrin‐coated vesicles [63,64]. AGAP2 regulates 
β‐arrestin  2  membrane  association  as  AGAP2  knock‐down  disrupted  β2‐AR  trafficking  and 
prevented  β2‐AR  recycling  back  to  the  membrane.  As  a  consequence,  β2‐AR  accumulated  in 
endosomes in the perinuclear region in the cell. In addition, AGAP2 also forms a complex with ERK 












is  evidence  showing  that  TGFβ1  promotes  HSC  proliferation  by  activating  PDGFβ  expression 
pointing to a convergence of PDGFβ and TGFβ1 signaling for HSC activation [66,68]. TGFβ1 induces 
an  increase on PDGFβ mRNA  levels,  in a process that  is mediated by AGAP2 expression in HSC. 
























AGAP2 binds  to  the  scaffolding protein Receptor of activated protein kinase C1  (RACK1) and  is 
scaffolded to FAK, regulating FAK activity and promoting neurite outgrowth in brain tissue [79]. On 





















and collagen  type  I  levels,  the major ECM component of  the  fibrotic  tissue was  found  (Figure 5). 
Depletion or increased expression of AGAP2 correlated with diminished or enhanced collagen type 
I  levels  in  response  to TGFβ1  in  the  same  cell  type.  In  this  sense, AGAP2 was  regulating  FAK 
phosphorylation  in  activated HSC,  and  both  FAK  and  ERK  were mechanisms  underlying  this 










significantly  increased  in  liver  samples  obtained  from  thioacetamide  (TAA)‐treated  rats  that 












of  epigenetics,  miRNAs,  or  lncRNAs  in  the  regulation  of  AGAP2  expression  needs  also  to  be 
explored. AGAP2‐AS1, a newly identified lncRNA located in the 3’ region of the AGAP2 gene that 
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also promotes cell proliferation, migration, invasion, EMT progression and inhibition of apoptosis in 
hepatocellular  carcinoma  cells  in  vitro  and  in  vivo  [85],  might  be  perhaps  regulating  AGAP2 
expression. 
Most of the studies on AGAP2 aimed to determine the roles of AGAP2 and describe the effects 
of  increased  levels of AGAP2  in different  cellular  contexts. Thus, we now know  that AGAP2  is 




master  pro‐fibrotic  cytokine  TFGβ.  These  findings  point  to  a  positive  regulatory  loop  between 
AGAP2 and signaling molecules triggered by TGFβ1. Since TGFβ1 strongly promotes pro‐fibrogenic 
effects in other organs such as lung and kidney [80,86,87], a role for AGAP2 in TGFβ1‐mediated pro‐
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